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CARA PEMBUATAN EKSTRAK ETANOL 70% DAUN SIRIH MERAH  
(METODE MASERASI) 
A. Alat : 
1. Erlen meyer 1 liter 
2. Cawan porselin 
3. Pipet tetes 
4. Beker glass 
5. Gelas ukur 
6. Neraca analitik 
7. Water bath 
8. Corong 
9. Kertas saring/kain flannel 
B. Bahan : 
1. Daun sirih merah 
2. Pelarut etanol 70% 
3. Aquadest 
C. Cara kerja : 
1. Daun sirih merah dicuci bersih hingga hilang kotorannya kemudian 
dirajang-rajang, lalu dikeringkan dibawah sinar matahari tetapi tidak 
terkena langsung sinarnya (diatasnya ditutup kain/kertas) 
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Sinar langsung pada proses pengeringan akan merusak zat aktif yang ada 
dalam sampel, karena pengaruh ultraviolet. Tujuan pengeringan adalah 
untuk mengurangi/menghilangkan kandungan air yang ada dalam sirih 
merah). 
2. Timbang seksama sampel Daun sirih merah yang telah kering masing-
masing : sampel (I) +/- 62,25 gr, sampel (II) +/- 60,15 gr, sampel (III) +/- 
60,5 gr, sampel (IV) +/- 59,86 gr dan sampel (V) +/- 50,83 gr.  
3. Masukkan kelimanya dalam empat Erlenmeyer ukuran 1 liter. 
4. Tambahkan kelimanya pelarut etanol 70% sampai sampel terendam semua. 
5. Tutup dan gojok rendaman, simpan ditempat gelap dan biarkan rendaman 
tersebut selama 24 jam. 
6. Setelah 24 jam, saring rendaman tersebut dengan kertas saring/kain flannel 
dan tuangkan dalam cawan porselin. 
7. Uapkan diatas water bath dengan suhu 60-70° atau diangin-anginkan 
sampai air dan pelarutnya hilang dan didapat ekstraknya. 
8. Sisa rendaman ditambah pelarut dengan volume yang lebih kecil dari yang 
pertama dan dilakukan percobaan yang sama.  
9. Proses rendaman dilakukan 3 kali atau lebih dengan penambahan volume 
pelarut yang semakin kecil. 
10. Timbang ekstrak yang diperoleh. 
Keterangan : 
Berat sampel keseluruhan  : 293,6 gr 
Pelarut etanol yang dibutuhkan  : 6,3 liter 




CARA PERHITUNGAN DOSIS EKSTRAK DAUN SIRIH MERAH 
 
Dosis sirih merah (z) sebagai imunostimulan (meningkatkan fagositosis makrofag)3 
         - Senyawa aktif : neolignans (crocatidin dan deacetyl crocatidin) 
         - Diperoleh dari fraksi ekstrak etanol (ekstraksi bertingkat) 
    -  8,26 kg daun basah dikeringkan menjadi 1,9 kg (23%) kemudian diekstrak 
etanol mendapat 224,03g (= 11,79%). Dari 2,12g ekstrak tadi dilakukan 
fraksinasi didapatkan neolignan 24mg (=1,13%) 
    - Telah dilakukan penelitian menggunakan neolignan dosis 2.5; 5 dan 
10mg/kgBB 
Pada Dosis 5mg/kgBB neolignan 
 = 5 / 1,13% = 442,5 mg/kgBB ekstrak etanol (= 8,85mg/mencit) 
= 442,5 / 11,79% = 3753 mg/kgBB daun kering (= 75mg/mencit) 
= 3753 / 23% = 16317 mg/kgBB daun basah (= 3263mg/mencit) 
 
Dosis perlakuan:  
Dosis 1 : Ekstrak etanol 10 mg/mencit (setara 3846mg/kgBB) 
Dosis 2 : Ekstrak etanol 30 mg/mencit (=antilog ½ dosis 1) 




PROSEDUR ISOLASI MAKROFAG PERITONEAL MENCIT27 
 
A. Alat : 
1. Gunting dan pinset 
2. Semprit 10 ml steril dengan jarum ukuran 18 atau 20 gauge 
3. Tabung sentrifus 50 ml steril 
4. Pipet Pasteur steril 
5. Tabung berlapis silikon 
6. Hemacytometer 
7. Laminar flow hood 
8. Refrigerated centrifuge 
B. Bahan/reagen : 
1. Eter 
2. Ethanol, 70% (v/v) 
3. Free Hank’s balanced salt solution (CMF-HBSS), mengandung Ca2+ dan 
Mg2+ (GIBCO) 
4. Asam acetat 3 % (v/v) + crystal violet 1 mg/100 ml 
5. Roswell Park Memorial Institute (RPMI)-1640 (GIBCO) 
6. Fetal Bovine Serum, FBS 
7. Glutamin (GIBCO) 
8. Penicillin-Sterptomycin (GIBCO) 
C. Cara Kerja : 
1. Mencit dianestesi dengan ether selanjutnya mencit diterminasi dengan cara 
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dislokasi cervical. Mencit dibaringkan terlentang dan seluruh permukaan 
ventral diberi ethanol 70%. 
2. Buat irisan kecil pada kulit menggunakan gunting pada medial abdomen. 
Robek kulit menggunakan 2 pinset ke arah kepala dan ekor mencit, sehingga 
kulit terkelupas, dan tampak peritoneum. Basahi peritoneum dengan ethanol 
70% untuk menyingkirkan bulu-bulu yang rontok. 
3. Injeksikan 2-3 ml CMF-HBSS dalam rongga peritoneum menggunakan 
semprit 10ml dg jarum No 18 atau 20 (lebih baik pakai No 26). Injeksi 
dilakukan di bagian perut bawah dimana lemak berada di sekitar kandung 
kemih. Lokasi ini dipilih karena setelah penyuntikan jarum akan ditarik dan 
abdomen/peritoneum dipijat, lemak akan melekat pd lubang jarum sehingga 
cairan tdk keluar selama pemijatan.  Peritoneum dipijat pelan kemudian 
disemprot lagi dengan ethanol 70%. 
4. Injeksikan 7-8 ml HBSS. Sedot kembali cairan dalam rongga peritoneum 
sampai habis dengan (dg jarum 18 / 20 ujung jarum menghadap ke 
atas/ventral), bila masih ada sisa cairan dihisap menggunakan pipet Pasteur 
steril. Masukkan cairan ke dalam tabung sentrifuse steril. 
5. Cairan disentrifus 800 xg pada suhu 20o C selama 5 menit. Bila cairan 
terkontaminasi darah, maka cuci sel-sel tersebut 2 x menggunakan CMF-
HBSS. 
6. Tambahkan medium komplit yang terdiri dari RPMI 1640 mengendung 




7. Hitung sel-sel dengan Hemacytometer setelah dilarutkan dalam 3% asam 
acetat untuk melisiskan sel darah merah. 
8. Kultur sel dalam medium komplit dengan kepadatan 5 x 105 sel/ml selama 
2 jam dalam CO2 inkubator pada suhu 37
oC  
9. Cuci sel-sel tersebut dengan HBSS sebanyak 3 kali, kemudian tambahkan 1 
ml medium komplit untuk selanjutnya dikultur dalam CO2 inkubator pada 























PROSEDUR PEMERIKSAAN FAGOSITOSIS MAKROFAG  
DENGAN LATEX BEADS28 
A. Bahan & Alat : 
1. Makrofag  
2. Latex beads 3 m (Sigma. Cat. L30) 
3. PBS 
4. RPMI 
5. Microplate 24 well 
6. Coverslip 
7. Object glass 
8. Inkubator CO2 
9. Mikroskop cahaya + camera foto 
B. Cara Kerja : 
1. Suspensi makrofag yang telah dihitung dikultur pada microplate 24 well 
yang telah diberi coverslips bulat, setiap sumuran 200 l (5 x 105 sel), 
inkubasikan dalam inkubator CO2 5%, 37
oC selama 30 menit, 
2. Tambahkan medium komplet 1 ml/sumuran, inkubasikan selama 2 jam. 
3. Sel dicuci dengan RPMI 2 x , kemudian tambahkan medium komplet 1 ml/ 
sumuran, inkubasikan sampai 24 jam (tergantung keperluan). 
4. Makrofag peritoneum yang dikultur sehari sebelumnya, dicuci 2 x dengan 
RPMI. 
5. Latex beads diresuspensikan sehingga mendapat konsentrasi 2,5 x 107/ml 
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6. Tambahkan suspensi latex 200 l/sumuran, inkubasi selama 60 menit pada 
suhu 37oC, CO2. 
7. Cuci 3 x dengan PBS untuk menghilangkan partikel yang tak difagosit, 
8. Keringkan pada suhu ruang, fiksasi dengan metanol absolut, 
9. Setelah kering, coverslips dipulas dengan Giemsa 20% selama 30 menit.  
10. Cuci dengan aquadest, angkat dari sumuran kultur dan keringkan pada suhu 
kamar. 
11. Setelah kering dimounting pada object glass. 
12. Hitung persentase sel yang memfagosit partikel latex tiap 100 sel makrofag 
yang diperiksa dengan mikroskop cahaya perbesaran 400x dengan replikasi 
perhitungan 3 kali. 
13. Hitung jumlah latex pada tiap-tiap makrofag yang aktif tiap 100 sel 
makrofag dengan mikroskop cahaya perbesaran 400x 
14. Hitung Indeks fagositosis = (persentase makrofag yg memfagosit) x (rata2 




LAMPIRAN 5.  ETHICAL CLEARANCE 
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LAMPIRAN 7. SURAT IZIN LABORATORIUM UNIT HEWAN COBA  
























LAMPIRAN 9. HASIL RERATA INDEKS FAGOSITOSIS MAKROFAG 
    Kelompok     Indeks Fagositosis Makrofag 
Kontrol 1 0,15 
Kontrol 1 0,24 
Kontrol 1 0,22 
Kontrol 1 0,24 
Kontrol 1 0,25 
Kontrol 2 0,12 
Kontrol 2 0,15 
Kontrol 2 0,14 
Kontrol 2 0,17 
Kontrol 2 0,11 
Perlakuan 1 0,22 
Perlakuan 1 0,29 
Perlakuan 1 0,18 
Perlakuan 1 0,20 
Perlakuan 1 0,25 
Perlakuan 2 0,34 
Perlakuan 2 0,33 
Perlakuan 2 0,31 
Perlakuan 2 0,32 
Perlakuan 2 0,32 
Perlakuan 3 0,66 
Perlakuan 3 0,63 
Perlakuan 3 0,75 
Perlakuan 3 0,63 







LAMPIRAN 10. DATA SPSS  




 Sum of Squares df Mean Square F Sig 
Between People 3.450 32 .108   
Within People 
Between Items .000 1 .000 .022 .883 
Residual .006 32 .000   
Total .006 33 .000   
Total 3.456 65 .053   













Listwise deletion based on all





Alpha N of Items




95% Confidence Interval F Test with True Value 0 
Lower Bound Upper Bound Value df1 df2 Sig 
Single 
Measures 
.997a .993 .998 595.256 32 32 .000 
Average 
Measures 
.998c .997 .999 595.256 32 32 .000 
Two-way mixed effects model where people effects are random and measures effects are fixed. 
a. The estimator is the same, whether the interaction effect is present or not. 
b. Type A intraclass correlation coefficients using an absolute agreement definition. 




Tabel Uji Deskriptif Data Indeks Fagositosis makrofag 
 
 
   
 
 



















    
Case Summaries
Index
5 .218360 .0398911 .235500 .1505 .2495
5 .138700 .0237925 .139300 .1133 .1727
5 .227280 .0417590 .216400 .1828 .2890
5 .323580 .0114332 .323200 .3089 .3371
5 .656720 .0566875 .629300 .6085 .7510
























Lilliefors Significance Correctiona. 
Gambar Diagram Box Plot 
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Tabel Uji One way Anova Data Indeks Fagositosis Makrofag 
Tabel Uji Post Hoc Data Indeks Fagositosis Makrofag 
Test of Homogeneity of Variances
Index
1.787 4 20 .171
Levene
Statistic df1 df2 Sig.
ANOVA
Index











.0796600* .0240755 .035 .003740 .155580
-.0089200 .0240755 1.000 -.084840 .067000
-.1052200* .0240755 .003 -.181140 -.029300
-.4383600* .0240755 .000 -.514280 -.362440
-.0796600* .0240755 .035 -.155580 -.003740
-.0885800* .0240755 .015 -.164500 -.012660
-.1848800* .0240755 .000 -.260800 -.108960
-.5180200* .0240755 .000 -.593940 -.442100
.0089200 .0240755 1.000 -.067000 .084840
.0885800* .0240755 .015 .012660 .164500
-.0963000* .0240755 .007 -.172220 -.020380
-.4294400* .0240755 .000 -.505360 -.353520
.1052200* .0240755 .003 .029300 .181140
.1848800* .0240755 .000 .108960 .260800
.0963000* .0240755 .007 .020380 .172220
-.3331400* .0240755 .000 -.409060 -.257220
.4383600* .0240755 .000 .362440 .514280
.5180200* .0240755 .000 .442100 .593940
.4294400* .0240755 .000 .353520 .505360






























(I-J) Std. Error Sig. Lower Bound Upper Bound
95% Confidence Interval









Ekstrak daun sirih merah yang 
sudah dilarutkan dalam aquadest Kandang mencit tiap kelompok 
Salmonella typhimurium dalam agar 
Injeksi Salmonella typhimurium 
intraperitoneal 
Isolasi Makrofag pada rongga 
peritoneum 








Nama   : Citra Hutami Saraswati 
NIM   : 22010112130183 
Tempat tanggal lahir : Jakarta, 5 Agustus 2016 
Jenis Kelamin  : Perempuan 
Alamat : Komp. Raya Housing blok i no. 14, RT/RW 
005/001, Kelurahan Jatiwaringin, Kecamatan 
Pondok Gede, Bekasi 17411 
Nomor HP   : 087878380969 
Email    : citra_hutami@hotmail.com 
 
Riwayat Pendidikan Formal 
1. TK   : Dharma Wanita Sidoarjo  Lulus Tahun : 2000 
2. SD  : SDS Angkasa IX Jakarta  Lulus Tahun : 2006 
3. SMP  : SMP Negeri 49 Jakarta  Lulus Tahun : 2009 
4. SMA  : SMA Negeri 8 Jakarta  Lulus Tahun : 2012 
5. S1  : Fakultas Kedokteran Undip  Masuk Tahun : 2012  
 
 
